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,54) Werkwijze en Inrlchting voor het In een medium aantonen van micro-organismen. 

V) De uitvinding heeft betrekking op een werkwijze voor het aantonen van micro-organismen in een medium, 
omvattende: 

i. het filtreren van het medium door een microzeef bij een doorstroomsnelheid van 1-50 ml/mm 2 /min; en 

ii. het detecteren van de gefiltreerde micro-organismen op de microzeef. 

Tevens heeft de uitvinding betrekking op een inrlchting voor het aantonen van micro-organismen in eert 
medium met deze werkwijze, omvattende een microzeef met een doorstroomsnelheid van 1-50 ml/mm z /min 
en een mediumtoevoer, welke microzeef zodanig is opgesteld en ingericht dat daarop gefiltreerde micro- 
organismen detecteerbaar zijn. 



I 

o 

0 . _ . _ 

_l De inhoud van dit octrooi komt overeen met de oorspronkelijk ingediende beschrijving met conclusie(s) en 

Z eventuele tekeningen. 



Werkwijze en inrichting voor het in een medium 
aantonen van micro-organismen 



De onderhavige uitvinding heeft betrekking op 
een werkwijze en op een inrichting voor het aantonen van 
micro-organismen in een medium zoals gassen en 
vloeistoffen maar in het bijzonder in vloeistof f en . 
5 Voor het aantonen van micro-organismen in een 

medium zijn een aantal detectietechnieken beschikbaar. 

Een algemeen toegepaste techniek omvat het 
filtreren van een medium dat mogelijk micro-organismen 
bevat door een membraan. Dit membraan heeft een 

10 gemiddelde poriediameter zodanig dat in hoofdzaak de 
micro-organismen op het membraan achterblijven . 
Vervolgens wordt het membraan met de zijde die is 
afgekeerd van de zijde, waarop de micro-organismen kunnen 
geraken, gelegd op een voedingsbodem . Vervolgens wordt 

15 deze voedingsbodem met daarop het membraan gedurende 3-5 
dagen bebroed en worden vervolgens het aantal 
uitgegroeide kolonies geteld. Het aantal getelde kolonies 
is een maat voor het aantal oorspronkelijk op het 
membraan tegengehouden micro-organismen en daarmee het 

20 aantal micro-organismen aanwezig in de hoeveelheid 

gefiltreerd medium. Een nadeel van deze detectietechniek 
is dat de uitslag eerst na gemiddeld 3-5 dagen bekend is. 
Daardoor is deze detectietechniek niet geschikt voor het 
nagenoeg on line aantonen van micro-organismen in een 

25 mediumstroom. 

Een ander nadeel is dat bepaalde micro- 
organismen niet detecteerbaar zijn, zoals pectinatus dat 
een obligaat anaeroob mi cro- organ isme is. Een derde 
nadeel is dat indien de micro-organismen in het medium of 

30 bij filtratie door het membraan als clusters voorkomen de 
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gedetecteerde kolonies een onjuist laag resultaat 
opleveren. 

De Amerikaanse octrooischrif ten 4,844,788; 
5,185,086; 5,116,745 en 4,066,359, als ook de Europese 
5 octrooiaanvrage 0 171 896, beschrijven systemen voor het 
filtreren van onder andere micro-organismen over een 
filter, waarbij het filter zodanige eigenschappen bezit, 
dat hij niet geschikt is voor het in relatief korte tijd 
filtreren van een relatief groot volume voor het 
10 detecteren in korte tijd van relatief lage aantallen 
daarin aanwezige micro-organismen. 

De onderhavige uitvinding beoogt de hiervoor 
genoemde nadelen van de bekende werkwijze en inrichting 
voor het aantonen van micro-organismen in een medium 
15 zoveel mogelijk te vermijden. Derhalve verschaft de 

uitvinding een werkwijze en inrichting die relatief zeer 
snel (binnen 1-10 minuten in het algemeen) een analyse en 
een resultaat kunnen verschaffen. 

Daartoe verschaft de uitvinding een werkwijze 
20 voor het aantonen van micro-organismen in een medium, 
omvattende : 

i. het filtreren van het medium door een 
microzeef bij een doorstroomsnelheid van 
1-50 ml/mm 2 /min; en 

ii. het detecteren van de gefiltreerde micro- 
organismen op de microzeef. 

De uitvinding verschaft ook een inrichting voor 
het aantonen van micro-organismen in een medium, 
omvattende een microzeef met een mediumtoevoer, welke 
30 microzeef zodanig is opgesteld en ingericht dat daarop 
gefiltreerde micro-organismen detecteerbaar zijn. 

De uitvinding is gebaseerd op het inzicht, dat 
door het filtreren van een micro -organisme bevattend 
medium door een specif ieke microzeef, de eventuele micro- 
35 organismen op de microzeef achterblij ven en betrouwbaar 
en snel detecteerbaar zijn, visueel met een lichtmi- 
croscoop dan wel met aangepaste videotechnieken. 
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De gebruikte microzeef bestaat uit een inert 
materiaal, zoals anorganisch materiaal met een 
microporeuse dragersstructuur en een daarop aanwezige 
f iltratielaag met de gewenste poriegrootteverdeling . 
5 Dergelijke microzeven zijn bijvoorbeeld beschreven in de 
Europese octrooiaanvrage EP-A-0 144 079 en de Europese 
octrooiaanvrage EP-A-0 641 250. Afhankelijk van de aan te 
tonen micro-organismen worden microzeven gebruikt met een 
bepaalde gemiddelde poriegrootte die bijvoorbeeld ligt in 

10 net bereik van 0,5-5 jum, meer bij voorkeur van 0,5-3 fim, 
zoals van 0,5-1 /im. Met de hiervoor beschreven microzeef 
volgens de Europese octrooiaanvrage EP-A-0 641 250 kan de 
poriegrootte na believen worden ingesteld. 

Bij voorkeur bedraagt de doorstroomsnelheid 2- 

15 30, bij voorkeur 2-20, meer bij voorkeur 3-10 ml/mm 2 /min. 
Aldus worden doorstroomsnelheden gerealiseerd die het 
mogelijk maken in relatief korte tijd grote hoeveelheden 
medium te filtreren. In het algemeen bedraagt de 
hoeveelheid te filtreren medium 10-1000 ml, bij voorkeur 

20 100-750, zoals 200-600 ml. De daarbij te hanteren 

f iltratietijd (afhankelijk van de druk) bedraagt 1-60, 
bij voorkeur 1-30, zoals 1-10 minuten. Aldus is het 
mogelijk na een zeer korte tijd te beschikken over een 
analyseresultaat met betrekking tot in een medium 

25 aanwezige micro-organismen. Een dergelijke werkwijze en 
inrichting zijn bijzonder geschikt voor het detecteren 
van micro-organismen in water, wijn en/of bier, met name 
vers gepasteuriseerd bier. Aldus ontstaat een 
mogelijkheid om nagenoeg on line de produktie van te 

30 consumeren media te volgen. 

Detectie kan met een microscoop plaatsvinden . 
Indien een lichtmicroscoop in doorlichting wordt gebruikt 
heeft het de voorkeur dat de microzeef lichtdoorlatend 
is. Deze lichtdoorlatendheid kan in het bijzonder 

35 verkregen worden door een microzeef te gebruiken met een 
relatief grote dichtheid aan porien per oppervlakte- 
eenheid. In geval van niet-doorlatendheid is het mogelijk 
met behulp van een microscoop met bovenverlichting de 
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micro-organismen direct aan te tonen, dan wel na kleuring 
of na labeling met een geschikt label. 

Indien inerte materialen worden gebruikt zoals 
silicium of silicium-nitride. heeft net verder de 
voorkeur dat de op de microzeef aanwezige micro- 
organismen kunnen worden gekleurd met behulp van 
kleurstoffen. Een dergelijke kleurreactie kan bedoeld 
zijn om een bepaald type micro-organisme herkenbaar te 
maken, dan wel om een vitaliteitskleuring uit te voeren 
waarvoor bijvoorbeeld methyleenblauw bijzonder geschikt 
is. Na de kleuring kan de kleurstof worden weggespoeld 
terwijl de micro- organ ismen op de microzeef 
achterblijven. Pas dan is net mogelijk bepaalde gekleurde 
micro-organismen te detecteren. In principe is net 
filtrerend oppervlak van de microzeef willekeurig te 
kiezen Het heeft echter voorkeur een zodanig filtrerend 
oppervlak te kiezen voor de microzeef, dat dit oppervlak 
in een oculair veld van de microscoop als geheel 
zichtbaar is. Afhankelijk van de toegepaste vergroting 
kan het zevende oppervlak een afmeting hebben van 5 mm, 
meer bij voorkeur van 2, zoals van 1 mm. Het zevende 
oppervlak kan rond zijn, dan wel ten onronde, zoals een 
vierkante vorm bezitten. Doordat bij de bereiding van de 
microzeef gebruik kan worden gemaakt van bepaalde 
lithografische technieken is in principe elke vorm van 
een zevend oppervlak vooraf na wens te kiezen. 

De inrichting voor het aantonen van micro- 
organismen in een medium, zoals voorgesteld door de 
onderhavige uitvinding, onderscheidt zich van bekende 
inrichtingen doordat de detectie na filtratie op de 
microzeef direct daarop plaatsvindt zonder dat van 
volledige overdracht van micro-organismen vanaf de 
microzeef sprake is. In principe is het mogelijk de te 
f iltreren hoeveelheid medium met een pipet tot op de 
; microzeef te brengen waarbij afzuiging plaatsvindt onder 
onderdruk bijvoorbeeld opgewekt met een waterstraalpomp . 
Het is evenwel mogelijk de microzeef op te nemen in een 
filterhouder en in de filterhouder de filtratie te laten 
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plaatsvinden vanuit een f iltratiekamer via de microzeef 
naar een f iltraatkamer . 

Opgeraerkt wordt dat de microzeef kan bestaan 
uit §6n filtrerend oppervlak, raaar er kunnen ook een 
5 aantal filtrerende oppervlakken in een microzeef zijn 
opgenomen. In dat geval is net mogelijk dat met behulp 
van de microscoop de diverse filtrerende oppervlakken 
afzonderlijk worden onderzocht voor detectie van daarop 
afgef iltreerde micro- organismen . Voor een meer 
10 geautomatiseerde uitvoering van de werkwijze volgens de 
uitvinding heeft het verder de voorkeur dat de 
f iltratiekamer en de f iltraatkamer elk zijn voorzien van 
een toevoerleiding en een afvoerleiding . Aldus is het 
mogelijk het filter voor te bereiden en te ontluchten, 
15 medium daarover te filtreren, eventueel de daarop 

afgezette micro- organismen te kleuren en na verwijdering 
van de kleurstof te detecteren. Onder die omstandigheden 
heeft het de voorkeur dat de toevoerleidingen en/of de 
afvoerleidingen onderling verbonden zijn door een 
2 0 meerwegklep. 

De werkwijze en inrichting kunnen worden 
toegepast voor het detecteren van micro- organismen in 
aller hande media. In het geval van gasvormige media is 
het mogelijk de detectie uit te voeren in laminaire 
25 flowkasten en dergelijke en voor het vaststellen van de 
zuiverheid van aan medische microbiologische ruimten toe 
te voegen media. 

In geval van vloeibare media kunnen aller hande 
vloeistoffen worden onderzocht, zoals de vloeistoffen die 
30 worden gebruikt in microbiologische processen, zoals 

fermentaties, zoals bij de bierbereiding dan wel tijdens 
de bierbereiding, met name bij de bereiding van steriel 
afgevuld bier. 

Indien de media storende componenten bevatten, 
35 zoals eiwitten, zouten en dergelijke, is het mogelijk 
deze voorafgaande aan de detectie te verwijderen 
bijvoorbeeld door spoelen met water en/of loog. 
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Genoemde en andere kenmerken van de werkwijze 
en inrichting voor net aantonen van micro-organismen in 
een medium zullen hierna verder verduidelijkt worden aan 
de hand van een uitvoeringsvoorbeeld van een inrichting 
die wordt gebruikt voor net on line detecteren van micro- 
organismen na kleuring met een kleurstof . 

Figuur l is een bovenaanzicht van een microzeef 
volgens de uitvinding; en 

figuur 2 een doorsnede over de lijn II-II uit 

figuur 1. 

Figuur 1 en 2 tonen een inrichting 1 volgens de 
uitvinding voor het aantonen van micro-organismen in een 
medium. 

De inrichting omvat twee lichtdoorlatende 
wanden 2 en 3 met daartussen geklemd de microzeef 4. 

Tussen de microzeef 4 en de wand 2 is de 
filtratiekamer 5 gelegen met een aanvoerleiding 6 en een 
af voerleiding 7 . 

De microzeef 4 en de wand 3 bepalen een 
filtraatkamer 8 met een aanvoerleiding 9 en een 
afvoerleiding 10. Tussen de toevoerleidingen 6 en 9 is 
opgenomen een meerwegklep 11 en tussen de leidingen 7 en 
10 een meerwegklep 12. 

De microzeef 4 bezit 12 f iltratie-oppervlakken 
13 met elk een af meting van 1 bij 1 mm. De poriegrootte 
is 1 ^m. De microzeef is vervaardigd volgens de techniek 
die is beschreven in EP-A-0 641 250. 

De werking van de inrichting 1 is als volgt . De 
kleppen 11 en 12 zijn zodanig ingesteld, dat via de 
leidingen 6 en 7 de filtratiekamer 5 kan worden 
doorspoelt en ontlucht. Dit zelfde geschiedt via de 
leidingen 9 en 10 voor de filtraatkamer 8. Vervolgens 
vindt de filtratie plaats waarbij het medium wordt 
toegevoerd via de leiding 6, de microzeef 4 passeert en 
de gefiltreerde vloeistof wordt afgevoerd via de leiding 
10 . Vervolgens kan het medium weggespoeld worden met 
spoelvloeistof waarna een kleuring kan plaatsvinden door 
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de gekleurde vloeistof te laten passeren op dezelfde 
wijze als het medium is gepasseerd door de inrichting l. 

Eventueel kan op dezelfde wijze gespoeld worden 
met loog dan wel met mineraalwater ten einde eiwitten en 
5 zouten te verwijderen van het filter. De inrichting kan 
vervolgens worden geplaatst op de objectdrager van een 
microscoop en vervolgens kunnen de verschillende 
f iltratie-oppervlakken 13 afgezocht worden en de daarop 
aanwezige micro-organismen geteld worden. 

10 De gehele werkwijze voor het aantonen van de 

micro-organismen kan in zijn geheel zijn afgesloten 
binnen 10 minuten waardoor een nagenoeg on line meting 
mogelijk is. 

Het zal duidelijk zijn dat ook de inrichting 1 

15 permanent geplaatst kan zijn onder een microscoop zodat 
de verschillende f iltratie-oppervlakken na filtratie en 
eventueel na kleuring direct kunnen worden afgezocht. 

Aangezien het medium waarin micro-organismen 
voorkomen direct wordt gefiltreerd en nagenoeg direct 

20 daarna een meting mogelijk, is het mogelijk om ook 

obligaat anaerobe micro-organismen te detecteren, zoals 
pectinatus . 

Ofschoon in figuur l en 2 de microzeef 4 voor 
slechts een gering deel van zijn oppervlak is voorzien 

25 van filtrerende oppervlakken, is uit onderzoek gebleken 
dat slechts op die oppervlakken zich micro-organismen 
afzetten omdat door die oppervlakken de vloeistof stroming 
plaatsvindt. Migratie of verplaatsing doet zich in 
hoofdzaak niet voor. Aldus is het mogelijk om een zeer 

3 0 vertrouwe meting uit te voeren omdat in hoofdzaak een 
directe meting van in het medium aanwezige micro- 
organismen plaatsvindt. Bovendien is de meting snel . 
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Concilia ies 



20 



1. Werkwijze voor het aantonen van micro- 
organisraen in een medium, omvattende: 

1. het filtreren van het medium door een 
microzeef bij een doorstroomsnelheid van 
1-50 ml/mm 2 /min; en 

ii. het detecteren van de gefiltreerde micro- 
organismen op de microzeef . 

2. Werkwijze volgens conclusie 1, waarin de 
doorstroomsnelheid 2-30, bij voorkeur 2-20, meer bij 
voorkeur 3-10 ml/mm 3 /min bedraagt . 

3. Werkwijze volgens conclusie l of 2 , waarin 
de hoeveelheid te filtreren medium 50-1000, bij voorkeur 
100-750, meer bij voorkeur 200-600 ml bedraagt. 

4. Werkwijze volgens conclusie 1-3, waarin de 
filtratietijd 1-60, bij voorkeur 1-30, meer bij voorkeur 
1-10 min bedraagt. 

5. werkwijze volgens conclusie 1-4, waarin het 
medium water, wijn en/of bier omvat . 

6. Werkwijze volgens conclusie 1-5, waarin de 
microzeef een gemiddelde poriegrootte heeft die is 
gelegen tussen 0,5-5 bv. 0,5-3 /xm, zoals 0,5-1 /xm. 

7. werkwijze volgens conclusie 1-6, waarin de 
microzeef lichtdoorlatend is. 

8. Werkwijze volgens conclusie 1-7, waarin de 
microzeef is opgebouwd uit een inert materiaal, zoals 
silicium of silicium-nitride . 

9. Werkwijze volgens conclusie 1-8, waarin de 
microzeef tenminste een zevend oppervlak bezit met een 
afmeting van 5 mm., bijvoorbeeld 2mm., meer bij voorkeur 
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10. Werkwijze volgens conclusie 1-9, waarin de 
detectie plaatsvindt na het kleuren van de gefiltreerde 
micro-organisme op de microzeef. 

11. Werkwijze volgens conclusie 1-10, waarin 
5 het detecteren plaatsvindt met een lichtmicroscoop . 

12 . Inrichting voor het aantonen van micro- 
organismen in een medium met de werkwijze volgens 
conclusie 1-11, omvattende een microzeef met een 
doorstroomsnelheid van 1-50 ml/mmVmin en een 

10 mediumtoevoer, welke microzeef zodanig is opgesteld en 
ingericht dat daarop gefiltreerde micro-organismen 
detecteerbaar zijn. 

13. Inrichting volgens conclusie 12, omvattende 
een f iltratiekamer en een f iltraatkamer die onderling 

15 gescheiden zijn voor de microzeef. 

14. Inrichting volgens conclusie 13, waarin de 
f iltratiekamer en de f iltraatkamer elk zijn voorzien van 
een toevoerleiding en een afvoerleiding. 

15. Inrichting volgens conclusie 14, waarin de 
20 toevoerleidingen en/of de afvoerleidingen onderling 

verbonden zijn door een meerwegklep. 

16. Inrichting volgens conclusie 12-15, waarin 
de microzeef een gemiddelde poriegrootte heeft die is 
gelegen tussen 0,5-5 ixm, bv. 0,5-3 /im, zoals 0,5-1 pm. 

25 17. Inrichting volgens conclusie 15 of 16, 

waarin de microzeef lichtdoorlatend is. 

18. Inrichting volgens conclusie 15-17, waarin 

de microzeef is opgebouwd uit een inert materiaal, zoals 

silicium of silicium-nitride . 
30 19. Inrichting volgens conclusie 12-18, waarin 

de microzeef tenminste een zevend oppervlak bezit met een 

afmeting van 5 mm., bijvoorbeeld 2mm., meer bij voorkeur 

1 mm, 

35 ***** 
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Categorie 


Vermelding van literatuur met aanduldlng voor zover nodig, van speciaal 
van belang zi]nde passages 


Van belang voc 
conclusle(s)Nr. 


Internationale classificatie 


Y,D 


US 4 844 778 A (WITTE JOHAN F) 
4 Jul i 1989 (1989-07-04) 
* conclusles; tabel * 


1,5,6, 
8-14,17 


C12M1/12 
C12M1/34 
C12M1/26 


Y,D 


EP 0 171 896 A (UNIV BROWN RES FOUND) 
19 Februarl 1986 (1986-02-19) 
* conclusles; flguren 1-6 * 


12,14, 
17,18 




Y,D 


US 5 116 754 A (FRASER ANN D E ET AL) 
26 Me1 1992 (1992-05-26) 

* ko 1 om 3, regel 24 - regel 68* conclusles 
1,6-9,14,15; flguren * 

* kolom 4, regel 64 - kolom 5 * 


16?18 3 ' 




Y,D 


US 4 066 359 A (BUCALO LOUIS) 
3 Januarl 1978 (1978-01-03) 

* kolom 1, regel 56 - regel 68; conclusles 
1,2,5,6; figuren * 

* kolom 2, regel 24 - kolom 3, regel 39 * 

* kolom 4, regel 22 - regel 33 * 


1,7-13, 
16,17 




A 


US 5 221 479 A (ET0H MASAHIR0 ET AL) 


1,13 


Onderzochtegebleden 
van de technlek 




22 Jun1 1993 (1993-06-22) 
* conclusles; figuren * 


C12M 


Y 


EP 0 448 837 A (CYTYC CORP) 
2 Oktober 1991 (1991-10-02) 
* conclusles; figuren * 


1,12,13 






US 4 895 805 A (SATO KAZUO ET AL) 
23 Oanuari 1990 (1990-01-23) 
* conclusies; figuren * 


1,12,13 




Y 


US 4 613 568 A (PFEIFFER GOTTFRIED) 
23 September 1986 (1986-09-23) 
* conclusies * 


1,7-13, 
16,17 




Indien gewljzlgde oonclusies zljn ingediend, heeft dit rapport betrekklna 
op de conclusles Ingediend op : 
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CATEGORIE VAN DE VERMELDE LITERATUUR 

X : op zichzell van bijzonder belang 

Y : van bijzonder belang In samenhang met andere 

documenlen van dezelfde categorie 
A achlergrond van de stand van de lechniek 
O : verwijzend naar niel op sclirifl geslelde van de lectin 
P : literatuur gepubliceerd lussen voorrangs- en 



T : nfet tijdig gepubliceerde lite . . . 

prindpe ten grondslag liggend aan de uilvinding 



bladzijde 1 van 2 
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VAN BELANG ZIJNDE LITERATUUR 




Calegorie 


Vermelding van IHeralu jr met aanduiding voor zover nodig, van speciaal 
van belang zljnde passages 


Van belang voo 
condusle(s)Nr. 


Internationale classifloatle 


P,Y 
P,X 


DE 196 05 422 A (PASSAVANT WERKE) . 

21 Augustus 1997 (1997-08-21) 

* kolom 1, regel 30 - regel 36; conclusle 

1 * 


1,5,6 
12-14,16 


Onderzochte gebleden 
wan de technlek 


Indien gewijzlgde conclusies zijn Ingediend, heeft dll rapport betrekking 
op de conclusies ingediend op 


Pfaats van onder«x* DaUm waarop he! ond=, jwk wsrd volkwid Vooronderzoeker (E06) 

'S-GRAVENHAGE 10 Augustus 2000 Coucke, A 


CATCGORIE VAN DE VERMEL DE LITERATUUR T : niel tijclig gepubliceerde lileraluur over theorie of 
X od 7irh7aif uan hr,7nnrt„, prtnclpe ten grondslag liggend aan de uitvinding 
v : i £ E : a "dere octrooipublicalie maar gepubliceerd op of na 
Y. van blonder belang In samenhangmelandere indienlngsdalum 
» H Van ? 5z f d S ca ' e § orie D : in de aanvrage genoemd 
A : achtergrond van de stand van de lechniek i ■ om andere redenen vermpldo lilfiroinur 
O: verwijzend naar nlel op schrn gesleWe van de lechniek " 

P : indten VUr ^ e i UWlCeerdlUSSen voorran3s - en & lkJ van **elfde o. Irooifaml le corresponderende' lileraluur'" 



bladzijde 2 van 2 




AANHANGSEL BEHORENDE BIJ HET RAPPORT BETREFFENDE 
HET ONDERZOEK NAAR DE STAND VAN DE TECHNIEK, 
UITGEVOERD IN DE OCTROOIAANVRAGE NR. NO 134104 

NL 1007489 
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